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I n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  i n f e c t i v e  e n c J o c a r d i t i s  t h e  a d h e r e n c e  o f
c i r c u l a t i n g  b a c t e r í a  t o  a  p r e e x i s t i n g  c a r d i a c  v e g e t a t i o n  ( V C  )  a n d  t h e
s u r v i v a l  o f  b a c t e r i a  a d h e r e n t  t o  V C s  a r e  m a j o r  e v e n t s .  O n e  o b j e c t i v e  o f
t h e  s t u d y  w a s  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  c a p a c i t y  o f  v a r i o u s
S t r e p t o c o c c u s  s a n g u i s  t y p e  l l  s t r a i n s  t o  a d h e r e  t o  V C s  c o i n c i d e d  w i t h
t h e  a b i l i t y  o f  t h e  s t r a i n s  t o  p r o d u c e  e n d o c a r d i t i s  i n  r a b b i t s  w i t h  l e f t
h e a r t  c a t h e t e r - í n d u c e d  v e g e t a t i o n s  ( C h a p t e r  l l ) .  A  s i g n i f i c a n t
d í f f e rence  i n  t he  f r equency  o f  cu l t u re -pos i t i ve  VCs  be tween  two  tes t
s t r a i n s  w a s  o b s e r v e d  w h e n  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  b a c t e r i a  w e r e
i n j e c t e d .  T h e  i n c i c l e n c e  o f  e n d o c a r d i t í s  c a u s e d  b y  o n e  o f  t h e  t e s t
s t r a i n s  ( s t r a i n  1 )  w a s  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h e  i n c i d e n c e  o f  c u l t u r e -
p o s i t i v e  V C s  a t  5  m i n  a f t e r  c h a l l e n g e .  l t  a p p e a r e d  t h a t  a d h e r e n t
b a c t e r i a  o f  s t r a i n  1  t o  V C s  d i s a p p e a r e d  q u i t e  r a p i d l y  w i t h  t i m e .
D i s a p p e a r a n c e  w a s  n e i t h e r  d u e  t o  d e t a c h m e n t  o f  b a c t e r i a  n o r  t o  t h e
comp lemen t -dependen t  se rum bac te r i c i da l  sys tem .  Phagoc ) r t os  i s  o f
a t t a c h e d  b a c t e r i a ,  a s  d e m o n s t r a t e d  i n  i n  v i t r o  s t u d i e s  d i d  n o t  o c c u r .
S i n c e  p l a t e l e t s  a c c u m u l a t e  a t  t h e  v e g e t a t i o n a l  s u r f a c e  a f t e r  b a c t e r í a l
d e p o s i t i o n ,  f u r t h e r  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  w h e t h e r  p l a t e l e t s  a t t r i b u t e d
t o  t h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  a d h e r e n t  b a c t e r i a  o n  t h e  c a r d í a c  V C s
d i s a p p e a r e d  e a r l y  a f t e r  d e p o s i t i o n  (  C h a p t e r  I  I  |  )  .  I n  v i t r o  s t u d i e s
s h o w e d  t h a t  w a s h e d  r a b b i t  p l a t e l e t s  s t i m u l a t e c l  b y  t h r o m b i n  r e l e a s e d
p l a t e l e t - a s s o c i a t e d  b a c t e r i c i d a l  s u b s t a n c e s  (  P A B S  )  .  P A B S  d i s p l a y e c l  a
r a p í d  b a c t e r i c i d a l  e f f e c t  o n  s t r a i n  1 ,  b u t  s l i g h t l y  a f f e c t e d  t h e  v i a b i l i t y
o f  t h e  o t h e r  s t r a i n  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  s t r a i n  2 .
S i n c e  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  i n  r a b b i t s  s u b - i n h i b i t o r y  s e r u m
leve l s  o f  s t r ep tomyc in  p reven ted  t he  deve lopmen t  o f  en te rococca l
e n d o c a r d i t i s ,  \ r e  t r e a t e d  r a b b i t s  w i t h  a  l o w  d o s e  o f  s t r e p t o m y c i n ,
y i e l d i n g  s u b - i n h i b i t o r y  s e r u m  l e v e l s  o f  s t r e p t o m y c i n ,  a n d  i n j e c t e d  t h e m
w i t h  1 D . , . , ,  i n o c u l a  o f  s t r a i n  1  .  N o n e  o f  t h e s e  r a b b i t s  d e v e l o p e dY U
e n d o c a r d i t i s .  T h e  f r e q u e n c y  o f  i n f e c t i o n  d u e  t o  s t r a i n  2  i n  s t r e p t o m ) u  c i n
t rea ted  rabb i t s  was  no t  cJ i f f e ren t  f r om con t ro l  r abb í t s .  I n  v i t r o  t es t s
r e v e a l e d  t h a t  t h e  k i l l i n q  e f f e c t  b y  P A B S  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  s u b -
i n h í b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s t r e p t o m y c i n  o n  t h e  P A B S - s u s c e p t í b l e  s t r a i n
1  w a s  e n h a n c e d ,  b u t  n o t  o n  t h e  P A B S - r e s i s t a n t  s t r a i n  2 .  T h e r e f o r e ,
t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  P A B S  u , i t h  t h e  s t r a i n s  o b s e r v e d  i n
v i t r o  m a y  w e l l  e x p l a i n  t h e  r e s u l t s  n o t e d  j n  v i v o .
T h e  a n t í b a c t e r i a l  a c t i v i t y  a n d  f a c t o r s  m o d u l a t i n g  t h i s  a c t i v i t y  o f
2 4 0
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F 'ABS [ ) r - r : p - . ; 1ps6  f r on r  r a rbb i t  anc j  l r r r n i an  p la te l e t s  a i s  l n ' e l i  as  t he  re l ease
b ) z  t h r o m b i r ' r  s t i m u l a t i t . r n  w e r e  d e s c r i b e d  ( C l - r a p t e r  l V )  .  S u p e  r n a t a n t s ,  o í -
s o Í r i c a t e d  o r  t h r o m b i n - s t i n r u l a t e d  p l a t e l e t s  e > : l ' r i b i t e c J  a n t i b a c t e r i a i  a c t i v i t y
a g a í n s t  a  l i m i t e c l  r a n g e  o f  C r a n r - p . o s i t i v e  b z r c t e r i a .  [ j a c i l l u s  s u b t i l i s
s t r a i n s  a n d  a  S t r e F r t o c _ o c c t r s  p n e l r m o n  i a e  s t r a  i n  r a p i c l l v  l o s t  v i a b i  l  i t l '
f o l l c l v e d  b v  l y s i s .  i _ . . t " l S 1 1 :  t y p e  l l  a n c j  t r v o  o t h e r  s t r e p t o c o c c a l  s p e c i e s
w e r e  k i l l e d  w i t h o r - r t  l y s i s .  V i a b i l i t y  o f  C r a m - n e g a t i , " , e  [ - - a c t e r i a ,  s o  f a r
t e s t c + d  w a s  n o t  a f f e c t e d .  A n t i b a c t e r i a l  a c t i v i t y  w e r s  b e s t  e x p r e s s e d  a t
a c i d i c  c o n d i t i o n  { p F l  5 ) .  B a c t e r i a l  k i l l i r r g  w a s  i n d e f r e r . c r e n t  o f  t h e
p r e s e n c e  o f  c a l c i r r m ,  c o n r p l e m e n t ,  a r i c J  l y s o z ) ' m c .  L V s o s o r n a l  p l a t e l e t
ê r l Z 1 u  q 1 g 5  w e r e  n o t  p r e s e n t  i n  t h e  s u p e r n a t a n t s .  S D S - P A C E  a r r a i l ' s i s  a n d
i s o - e l e c t r i c  f o c u s s i n g  r e v e ; r l e d  t h a t  t h e  [ r a c t e r i c i c l a l  a c t i v i t y ,  t u u r  c o n f i r r e C
t o  l o u l - n r o l e c u l a r  r v e i g h t  ( c a .  2  , 0 0 0  -  6 , 0 0 0  c l a l t o n  )  p r c ' t e i n s  u r i t h  a  i r i g t - t
c a t l - r o d a l  m i g r a t i o n .  S h o r t  s t i m u l a t i o n  w i t h  l c n ,  a r r r o u n t s  e f  t h r o m b i n
re leasecJ  t hese  p ro te íns  f r on r  p l a te l e t s .  \Ve  have  i n t roduceC a  new  te rn ' r
f o r  P A B S :  t h r o m b o d e f e n s i n s .  T h i s  t e  r n r  i n d í c a t e s  t l r a t  t h e  p r ^ e r s e n c e  o r '
t h r o n r b i n  i s  a  p r e r e q u i s i t e  a n d  t h a t  t h e  p r o t e i n s  e > : h i b i t  a n t i b a c t e r i ; i l
a c t i v i t y .
S i n c e  i t i s  t h o u e l r t  t l r a t  b a c t e r i a  c l e p o s i t e d  o n t o  t h e  c a r d i a c
v e g e t a t i o n s  i n d u c e  p l a t e l e t  a q g r ^ e g a t i o n ,  i t  s e e m e d  o f  i n t e r e s t  t c r
i r r v e s t i g a t e  u r h e t h e r  o r  n o t  b a c t e r i a - i n d u c e d  p l a t e l e t  a g g r e g a t e s  r e l e a s e t l
t h r o m b o C e f e n s i n s  ( C h a p t e r  V ) .  P l a t e l e t  a g g r e g a t i o n  w a s  i n d u c e d  b y
S . s a n g u i s  t y p e  l l  a n d  t w o  p l a t e l e t  a g o n i s t s ,  A D P  a n d  t h r o m b i r - r  a l o r r e  o r
i n  c o m b i n a t i o n .  T h e  p l a t e l e t  r e l e a s e  r e a c t i o n  b ) ,  a s s a y i n g  s e r o t o n i n ,
l a c t a t e - d e h y d r o g e n a s e  a n c l  t h r o m b o d e f e n s i n s ,  w a s  e v a f  u a t e c J  t o  g a í n
i n s i g h t  i n t o  p l a t e l e t  s t o r a g e  s i t e s  o f  t h r o m b o c l e f e n s i n s .  D a c t e r i a -  o r
A D P - i n d u c e d  p l a t e l e t  a g g r e g a t e s  s l - r o w e d  a  m i n Í m a l  r e l e a s e  o f
t h r o m b o d e f e n s i n s .  B a c t e r i a  s e q u e s t e r e d  w i t h i n  t h e s e  a g g r e g a t e s
r e m a i n e d  v i a b l e .  I n  r e s p o n s e  t o  s e q u e n t i a l  t r e a t m e n t  b y  t h r o m b i n ,  t h e
b a c t e r i a -  o r  A D P - i n d u c e d  a g g r e g a t e s  r a p i d Í y  r e l e a s e d  t h r o m b o d e f e n s í n s .
I n d o m e t h a c i n  a  c y c l o o x y g e n a s e  i n h i b i t o r ,  p r e v e n t e d  a l m o s t  c o m p l e t e l y
t h e  r e l e a s e  o f  t h r o m b o d e f e n s i n s  f r o m  p l a t e l e t s  s t i m u l a t e d  w i t h  v e r ) /  l o w
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h r o m b i n .  À 4 o s t  p r o b a b l y  p l a t e l e t  o - g r a n u l e s  a r e
s t o r a g e  s i t e s  f o r  t h r o m b o d e f e n s i r r s .
l n  p l a t e l e t  c l o t s  b a c t e r i a  l o s t  m a r k e d l y  v i a b i Í i t y .  A p p a r e n t Í ; ' ,  a
c o o p e r a t i v e  i p t e r a c t i o n  b e t w e e n  p l a t e l e t - r e l e a s e d  t h r o m b o d e f e r r s i n s  a n d





w i t h i n  c l o t s .
The respor)se of  9 .q l51 ine11gg and S.  sangu is  type I  and type I  I
s t r a i n s  t o  t h r o m b o d e f e n s i n s  w a s  r e r n i n i s c e n t  o f  t h e  r e s p o n s e  t o
p e n i c i l l i n .  T h e r e f o r e ,  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e s e  s t r a i n s  t o  p e n i c i l l i n  i n
r e l a t i o n  t o  t h e  s u s c e p t i b i i i t y ,  t o  t h r o m b o c l e f e n s i n s  w a s  s t r - r d i e d  f u r t h e r
( C h a p t e r  V l )  .  T w o  p e n i c i l l i n - s r - r s c e p t i b l e  
_ S - . f r r c " r o ! , o e  s t r a i n s  t R 6
l a b o r a t o r y  s t r a i n s  a n d  a  w i l d - t y p e  s t r a i n )  s h o w e d  l y t i c  d e a t h  o n
6 - . x p o s U r e  t o  p e n i c i l l í n  a n c l  t h r o m b o d e f e n s i r r s .
P e n Í c i l l i n  a n d  t h r o m b o d c f e n s i n s  i n d u c e d  b o t h  n o n - l y t i c  c J e a t h  o f  c e l l s
o f  t h e  p e n i c i l l i n - s u s c e p t i b l e  S . s a n g u i s  t y p e  l l  s t r a i n ,  b r - r t  h a c l  a  s l i g h t
b a c t e r i c i d a l  e í ' f e c t  w i t l r  a  I a c k  o f  l y s í s  o Í - r  t h e  g e n o t y p i c  p e n i c i l l i n -
t o l e r a n t  5 .  p n e u m o n i a e  (  L y  4 - 4 )  s t r a i n  a n d  o n  S .  s a n g u i s  s t r a i n s .
\ u  i a b i l i t y  o f  a  p e n i c i l l i n - r e s i s t a n t  S .  s a n g u i s  t y p e  l l  s t r a i n  w a s  a l s o
s l i q h t l ' , '  a f f e c t e d .
P e n i c i l l i n  p r e t r e a t m e n t  o f  t h r o m b o c J e f e r r s i n s - s u s c e p t i b l e  s t r a i n s
b l o c k e d  i n  p a r t  t h e  b a c t e r i c i d a l  a c t i o n  o f  t h r o m b o d e f e n s i n s .  C o m p e t í t i v e
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p e n i c i l l i n  a n C  t h r o m b o d e í e n s i n s  d i d  n o t  o c c u r .  \ V e
a s s u m e  t h a t  p e n i c i l l i n - i n r - , ' u c e d  c e l l  w a l l  c h a n g e s  h i n d e r e c l
t h r o n r b o d e f e n s i n s  t o  r e a c h  t h e  b i o l o g i c  t a r g e t  o n  t h e  c y t o p l a s m i c
m e m b r a n e .  T h e  d i f f e r e n c e s  i n  s u s c e p t i b i l i t y  t o  t h r o m b o c l e f e n s i n s  a m o n g
s t r e p t o c o c c i  m a y  r e f l e c t  a l t e r e d  c e l l  w a l l  s y n t h e s i s  i n  p e n í c i l l i n - t o l e r a n t
a n c J  p e n i c i l l i n - r e s i s t a n t  s t r e p t o c o c c a l  s t r a i n s .  A n o t h e r  p l r e n o m e n o n  n o t e d
i n  t h i s  c h a p t e r  w a s  t h a t  c e l l s  e s c a p i n g  t h e  k i l l i n g  a c t i o n  o f
t h r o m b o d e f e n s i n s ,  w e r e  e v e n  s t i m u l a t e d  t o  g r o w .  T h i s  e f f e c t  w a s  c a u s e d
b y  o t h e r  t r y p s i n  s e n s i t i v e ,  h e a t - s t a b l e  c a t i o n i c  p l a t e l e t  p r o t e i n s .
S i n c e  p e n i c i l l i n - t o l e r a n t  v i r i d a n s  g r o u p  s t r e p t o c o c c i  w e r e  r e s i s t a n t
t o  t f r e  ac t i on  o f  t h rombode fens ins ,  some  s tud ies  we re  pe r fo rmed  to
i m p r o v e  t h e  d e t e c t i o n  o f  p e n i c i l l i n - t o l e r a n t  s t r a i n s  ( C h a p t e r  V l l  a n d
V l l l ) .  P e n i c i l l i n  s u s c e p t i b i l i t y  d e t e r m í n a t i o n s  m a d e  f o r  s t r a i n s  o f
S . s a n g u i s  t y p e  l l  b y  t w o  d i f f e r e n t  b r o t h  d i l u t i o n  t e s t s  r e v e a l e d  s m a l l
n u m b e r s  o f  t o l e r a n t  s t r a i n s  r e g a r d l e s s  o f  t h e  v o l u m e s  ( 0 . 0 1  a n d  0 . 1  m l )
o f  s u b c u l t u r e c l  b r o t h .  T h e  a c l c i i t i o n  o f  p e n i c i l l i n a s e  t o  t h e  s u b c u l t u r e
m e d i u m  i n c r e a s e d  t h e  n u m b e r  o f  t o l e r a n t  s t r a í n s  s i g n i f i c a n t l y  ( C h a p t e r
v i l  ) .
I  n  c h a p t e r  V  I  I  I  ,  w e  t e s t e d  s t r a i n s  o f  n u t r i t í o n a l l y  v a r i a n t
s t r e p t o c o c c i  f o r  t h e i r  s u s c e p t i b i l i t y  t o  p e n i c i l l i n  b y  a  b r o t h  d i l u t í o n
m e t h o d .  A l l  s t r a i n s ,  e x c e p t  o n e  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  b l o o d  c u l t u r e s  o f
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0 1  a n d  0 . 1  m l )
t h e  s u b c u l t u r e
a n t l y  ( C h a p t e r
o n a l l y  v a r i a n t
b r o t h  d i l u t i o n
,od  cu l t u  res  o f
p a t i e n t s  w i t h  b a c t e r i a l  e n d o c a r d i t i s .  A l l  s t r a i n s  s e e n r e d  t o  b e
s u s c e p t i b l e ,  i . e .  t h e  m i n i m a l  i n h i b i t o r v '  c c - r n c e n t r a t i c n s  w e r e  l o l v .
H o w e v e r ,  í t  v / a s  f o u n d  t h a t  p l a t e s  c o n t a i n i n g  o n l y  v i t a m í n  B 6  [ p y r i d o x a l
H C I )  a n c J  c y s t e i n e  d i d  t . t o t  r e v e a l  t r u e  m i n i m a l  L - ' a c t e r i c i c l a i
c o n c e r r t r a t i o n s .  W h e n  p e r r i c i l l i n a s e  w a s  a d d e d  t o  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m ,
a l l  s t r a i n s  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  h i g h  m i r r i m a l  b a c t e r i c i d a l  c o n c e n t r a t i o r . r s
a n c i  w e r e  k n o w n  t o  b e  t o l e r a n t  t o  p e n i c i l l i n .
S i n c e  t h e  d i s k  m e t h o d  i s  c o m m o n l y  u s e d  f o r  s u s c e p t i b i l i t y  t e s t i n g ,
w e  c l e v e l o p e c J  a  c j i s k  m e t h o d  f o r  d e m o n s t r a t i n q  p e n i c i l l i n  t o l e r a n c e  i n
v i r i C a n s  g r o u p  s t r e p t o c o c c i .  T h i s  w a s  a c h i e v e d  b y  t h e  s u b s t i t u t i o n  o f
t h e  p e n i c i  I  I  i n  d  i s k  u s e d  f o r  s u s c e p t i b i l  i t y  t e s t í n g  a f t e r  r e a c J í n c  t h e
z o n e s  o f  i n h i b i t i o n  b y  a  c J i s k  c o n t a i n i n g  p e n i c i l l i n a s e .  A f t e r  r e i n c u b a t i o n
p e n i c i l l i n - t o l e r a n t  s t r a i n s  e x h i b i t e d  n e w  g r o r v t h  i n  t l r e  a r e a  a d j a c e n t  t o
t h i s  d i s k  ( C h a p t e r  l X ) .
T h e  p r e \ . / a l e n c e  o f  p e n i c i l l i n  t o l e r a n c e  a m o n o  v i r i d a n s  g r o u p
s t r e p t o c o c c i  r e c o v e r e d  f r o m  b l o o d  o f  p a t i e n t s  w i t h  e n d o c a r d i t i s  a n d
w i t h o u t  e n d o c a r d í t i s  a n d  i s o l a t e d  f r o m  t h e  g i n g i v a l  s u l c u s  \ , \ a s
d e t e r m i n e d  ( C h a p t e r  X ) .  l n  o r d e r  t o  o b t a i n  i n d i r e c t  e v i d e n c e  t h a t
t h r o m b o c l e f e n s i n s  m a y  b e  r e l e v a n t  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  e n d o c a r d i t i s  i n
h u m a n  s u b j e c t s ,  w e  d e t e r m i n e c j  t h e  s u s c e p t i b . i l i t y  t o  t h r o m b o d e f e n s i n s  a s
w e l l .  A m o n g  7 3  i s o l a t e s  r e c o v e r e d  f r o n r  b l o o d  o f  p a t i e n t s  w i t h
e n d o c a r d i t i s  5 7  ( 7 B Z )  e x h i b i t e d  a  t o l e r a n t  r e s p o n s e  t o  p e n i c i l l i n .  S e v e n
( 3 2 2 )  o f  2 ?  i s o l a t e s  i s o l a t e d  f r o m  b l o o d  o f  p a t i e n t s  r v í t h o r r t  e n d o c a r d i t i s ,
w e r e  p e n i c i l l i n - t o l e r a n t .  T h e  p r e v a l e n c e  o f  p e n i c i l l i n  t o l e r a n c e  a m o n g
i s o l a t e s  o b t a i n e d  f r o m  g í n g í v a l  s u l c u s  f l o r a  c r r l t u r e s  t a k e n  f r o m  t l r e s e
p a t i e n t s  a n d  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  a  c a r d i a c  d i s e a s e  a t  r i s k  f o r
e n d o c a r d i t i s ,  w a s  l o w :  6 5  ( 2 1 e " )  o f  3 1 4  s t r a i n s  w e r e  t o l e r a n t  t o
p e n í c i l Í i n .  A l l  S .  s a n g u Í s  t y p e  I  i s o l a t e s ,  e x c e p t  o n e  a p p e a r e d  t o  b e
t o l e r a n t .
T h e  d e g r e e  o f  k i l l i n g  o f  v i r i d a n s  g r o u p  s t r e p t o c o c c i  b y  e x p o s u r e  t o
p e n i c i l l i n  c o i n c i d e d  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  t h e  r e d u c t i o n  o f  t h e  v i a b l e  c o u n t
b y  e x p o s u r e  t o  t h r o m b o d e f e n s i n s .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  i n  t h e  p a t i e n t s
w i t h  e n d o c a r d i t i s  c a u s e d  b y  v i r i d a n s  g r o u p  s t r e p t o c o c c i ,  s e l e c t i o n  m a ) ,
h a v e  o c c u r r e d .  T h i s  s e l e c t i o n  o n  t h e s e  b a c t e r i a  m o s t  l i k e l y  w a s  m e d i a t e d
b y  t h r o m b o d e f e n s i n s .  N o  f u r t h e r  e v i d e n c e  t o  t h i s  h y p o t h e s i s  c a n  b e
o b t a i n e d  f r o m  h u m a n  s t u d i e s .  T h e r e f o r e ,  w e  u s e d  t h e  r a b b í t  m o d e l  t o
s t u d y  t h e  r e l e v a n c e  o f  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  t o  t h r o m b o d e f e n s i n s  a n d
l L +  5
p e n í c i l l i n  a m o Í l g  S .  s a n g u i s  t y p e  l l  s t r a i n s  i n  t h e  p a t l - r o g e n e s i s  o f
e x p e r i m e n t a l  e n c J o c a r d i t i s  (  C h a p t e r  X  l l  . Tv ro  t h  rombode fens  i ns -
s u s c e p t i b l e ,  p e n i c i l l i n - s u s c e p t i b l e  a n d  t r , v o  t h r o m b o c c f e n s i n s - r e s i s t a n t ,
p e n i c i l l i r r - t c l e r a r r t  s t r a i n s  w e r e  u s e c J  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  T h e
f r e q r r e n c y  o f  c r r l t u r e - p o s i t i v e  V C s  a t  5  m i n  a f t e r  i n j e c t i o n  w i t h  a  l o w
n u m b e r  o I  b a c t e r i a  v / a s  s i g n i f i c a r , t l ) ,  [ - r i g l r e r  a f t e r  t h e  c h a l l e n g e  w Í t h  t h e
t h r o m b o c l e f e r r s i n s - s u s c e p t i b l r :  s t r . r i n s  t l - i a r r  a f t e r  t h e  c h a l l e n g e  w i t h  t h e
t h r o m b o d e f e n s i n s - r e s i s t a r r t  s t r a i n s .  i l o w e v e r ,  t h e  f r e q u e n c v  o f
e n c l o c a r d i t i s  w a s  t h e  s a m e  f o r  a l l  t h e s e  s t r a i n s .  f  r o  e ; < p l a n a t i o n  s o  f a r
c a n  b e  g i v e r r  í o r  t f r i s  f i n d i n g .  l n  v i t r o  s t u d i e s  C e n r o n s t r a t e c {  i n a c t i v a t r o n
o f  t h e  [ : ' a c t e r i c i c i a i  a c t i v i t y ' o f  t h r o m b r o d c f e n s i n s  w t r e n  b o u n d  t o  r " , a r i o u s
p l a s t i c s .  F r - r r t h e r  i n _  v i v o  s t u d i e s  a r e  n e c e s s a r y  t o  e l u c i d a t e  t h e  r o l e  o f
t h e  c a t h e t e r  o n  t h e  s u s c e p t i b i i i t l ,  o f  t h e  r a b b i t s  t o  e n c l o c a r d i t i s .
T o  e x a m i n e  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  S .  s a n g u i s  t y p e
l l  s t r a i n s  t o  t h r o m b o c i e f e n s i n s  f u r t h e r ,  w e  i m m u n i z e d  r a b b i t s  w i t h
h u m a r r  t h r o m b o c J e f e n s i n s .  T h e s e  r a b b i t s  d e v e l o p e d  a n t i b o d i e s ,  l v h i c h
n e r - r t r a l  i  z e d  t h o  b . r c t e r i c i d a l  a c t i v i t y  o f  r a b b i t  a r - r d  h u m a n
t h r o m b o c J e f e n s i n s  a g a i n s t  t h e  t e s t  o r g a n i s n r s ,  a s  d e m o n s t r a t e d  b y  i n
v i t r o  t e s t s .  T h e  t l r r o m b o d e f e n s i n s - s u s c e p t i b l e  s t r a i n  i n d u c e d
e n d o c a r c i i t i s  s i g n i f i c a n t l y  n r o r e  o f t e n  t 6 0 e . )  i n  i m m u n i z e d  r a b b í t s  t h a n  i n
c o n t r o l s  1 2 1 ? ;  p  <  0 .  0 1  )  .  l m m u n i z a t i o n  d í d  n o t  i n f l r - r e n c e  t h e  i n c i d e n c e
o f  e n d o c a r c i i t i s  b y  t h e  t h r o m b o C e f e n s i n s - r e s i s t a n t  s t r a i n .
T h e s e  f i n d i n g s  s u p p o r t  t - h e  h y p o t h e s i s  t h a t  p l a t e l e t s  r e l e a s e
t h r o m b o d e f e n s í n s  w h i c h  k i l l  s u s c e p t i b l e  s t r a i n s  a m o n g  v i r i c l a n s  g r o u p
s t r e p t o c o c c i  e a r l ; z  2 1 1 u t  b a c t e r i a l  d e p o s i t i o n  a t  t h e  y e g e t a t i o n a l  s u r f a c e .
T h e  r e s u l t s  o f  o u r  i n v e s t i q a t i o r - r s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  l e a d  t o
t h e  f o l l o w i n g  f o u r t e e n  c o n c Í u s í o n s :
-  T v r o  m e c h a n i s m s  a p p e a r e d  t o  b e  e s s e n t í a l  i n  t h e  p a t h o q e n e s i s  o f
e x p e r i m e n t a l  e n d o c a r d i t i s  c a u s e d  b ) ,  5 .  s a n g u i s  t y p e  |  |  .  C n e
mechan i sm conce rns  t t r e  capac i t y  o f  bac te r i a  t o  adhe re  t o  ca rd iac
v e g e t a t i o n s .  T h e  o t h e r  m e c h a n i s m  c o n c e r n s  t h e  s u r v i v a l  o f  a d h e r e n t
b a c t e r i a  a t  t h a t  s i t e .
-  T h e  s u r v i v a l  o f  a c l h e r e n t  b a c t e r i a  w a s  r e l a t e d  t o  t h e  s u s c e p t i b i l i t y
o f  t h e  s t r a i n s  t o  p l a t e l e t - r e l e a s e d  b a c t e r i c i d a I  s u b s t a n c e s .
-  P l a t e l e t  b a c t e r i c i d a l  s u b s t a n c e s  c a l l e d  t h r o m b o d e f e n s i n s  m o s t  l i k e l y
s t o r e d  i n  t h e  a - g r a n u l e s ,  w e r e  r a p i d l y  r e l e a s e d  b y  s t í m u l a t i o n  o f
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n s  m o s t  l i k e l y
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l ov , ,  amoun ts  o f  t l - r r on ib i r r .
T h r o m b o d e f e r r s i n s  a p p e a r e d  t o  b e  l o w - n r o l e c u i ; , r  l t e i g h t  c a t i o n i c
p r o t e í n s  w i t h  a n t i b a c t e r i a l  a c t i v i t l r  a c ; a i n s t  a  l i m i t e c l  r a n q e  o f  C r a m -
p o s i t i v e  b a c t e r i a .
I n  c l o t s ,  a  c o o p e r a t i v e  i n t e r a c t i o n  e x i s t s  L r e t w e e n  a c i c l  h ) , d r o l a s e s
( l y s o s o m a l  e n z y m e s )  a n d  t h r o m b o c j e f e r r s í n s  r e l e a s e c l  f r o m  p l a r t e l e t s .
T h e  r e s p o n s e  o f  p n e u r n o c o c c i  a n d  v i r i d a r - r s  o r o u p  s t r e p t o c o c c i  t o
t h r o m L r o d e f e n s i n s  w a s  r e m i n i s c e n t  t o  t h e  r e s p o n s e  c í  i l r e s e  b a c l e r i a
t o  p e n i c i l l i n .  T h e  d e o r e e  o f  s u s c e p t i b i l i t l '  t o  p e n i c l l l r n  c o i n c Í C e d
w i t h  t h e  d e g r e e  o f  s u s c e p t i b ' i l i t ) ,  t c ,  i [ r r o m b o c l e f e n s i n s .
T h e  b a c t e r i c i d a l  a c t i o r r  o f  t h r o m b o c l e f e n s i r - r s  o n  v i r i d a n s  C r o L i p
s t r e p t o c o c c i  i s  e n l ' r a n c e d  b y  t l - r e  p r e s e n c e  o f  a m i n o g l y c r r s i d e
a r r t í h í o t í c s .
T l ' r e  c e l l  w a l l  c c m p o s i t i o n  o f  p e n i c i l l i n - t o l e r a n t  a n c J  p e n i c i l l í n -
r e s i s t a n t  v i r i d ; r n s  g r o u p  s t r e p t o c o c c i  a n d  p n e u m o c o c c i  i s  d i f f e r e r - r t
f r o n r  t h e  c e l l  w a l l  c c m p o s i t i c r n  o f  p e n i c i l l i n - s u s c e p t i b l e  v i r i c J a n s
g r o u p  s t r e p t o c r , c c i  a n d  p n e u l n o c o c c i
A d d i t i o n  o f  p e n i c i l l i n a s e  t o  t h e  s u b c u l t u r e  m e c J i t i m  r r s e d  i n  b r o t h
d i l u t i o n  s u s c e p t i b i l i t y ,  t e s t i n g  í m p r o v e s  t l r e  d e t e c t i o n  o f  p e n i c i l l i n -
t o l e r a n t  v i r i d a n s  g r o u p  s t r e p t o c o c c i  ,  i n c l u d i n g  n u t r i o n a l l y  v a r i a r r t
s t r a i n s .
A  d i s k - d i f f u s i o t r  t e s t  s t r b s t i t u t i n g  a  p e n i c i l l i n a s e  d i s k  f o r  a  p e n i c i l l i n
s u s c e p t i b i l í t y  d i s k ,  w a s  a  s u c c e s s f u l  r a p i d  s c r e e n i r . r g  t e s t  f o r  t h e
d e t e c t i o n  o f  p e n i c i l l i n - t o l e r a n t  v i r í d a n s  E r o u p  s t r e p t o c o c c i .
E n d o c a r d i t i s  d u e  t o  v i r i d a n s  g r o u p  s t r e p t o c o c c i  i s  c o m m o n l y  c a u s e c J
b y  p e n i c i l l i n - t o l e r a n t ,  t h r o m b o d e f e n s i n s - r e s i s t a n t  s t r a i n s .
P r i o r  t o  a  d e n t a l  p r o c e d u r e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  o r a l  f Í o r a  o f  p a t i e n t s
w i t h  a  c a r d i a c  d i s e a s e  a t  r i s k  f o r  e n d o c a r d i t i s  i s  n o t  n e c e s s a r y ,
s i n c e  p e n i c i l l i n - t o l e r a n t ,  t h r o m b o d e f e n s i n s - r e s i s t a n t  v i r i d a n s  g r o L t p
s t r e p t o c o c c i  a r e  c o m m o n l y  p r e s e r r t  i n  t h e  g i n g i v a l  s u l c u s  f  l o r a .
T h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  r a b b i t s  r v í t h  p r e - e x i s t i n g  c a r d i a c  v e g e t a t i o n s
t o  e n d o c a r d i t i s  i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l l ,  a f t e r  d e v e l o p m e n t  o f
a n t i b o d i e s  n e u t r a l i z i n g  t h e  b a c t e r i c i d a l  a c t í v i t 1 ,  o f  t h r o m b o d e f e n s i n s .
P r e p a r a t i o n ,  i s o l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h r o m b o d e f e n s i n s  a r e
n e c e s s a r y  í n  o r d e r  t o  a s s e s s  f u r t h e r  t h e  r e l e v a n c e  o f  t h e s e  c a t i o n í c
p r o t e i n s  í n  t h e  i n n a t e  h o s t  d e f e n s e  m e c h a n i s m  a g a i n s t  i n t r a v a s c u l a r
i n f e c t i o n s .
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